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基于高分辨质谱法的甘肃青贮紫花苜蓿
真菌毒素污染特征
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摘要：为了解甘肃省内青贮紫花苜蓿饲料中真菌毒素污染状况，本研究采用超高效液相色谱-四级杆/静电场轨道

阱 高 分 辨 质 谱 法（UPLC-Q-Orbitrap HRMS），通 过 优 化 色 谱 、质 谱 条 件 ，选 择 凝 胶 渗 透 色 谱（gel permeation 
chromatography， GPC）与固相萃取（solid-phase extraction， SPE）双重净化模式降低基质效应，对甘肃省内 14 个地

（州、市）84 个取样点的青贮紫花苜蓿饲料中 18 种真菌毒素进行了检测。结果显示：本研究中优化后的 UPLC-Q-

Orbitrap HRMS 可一次性精准检验青贮紫花苜蓿中 18 种真菌毒素。甘肃省内青贮紫花苜蓿中检出率较高的真菌

毒素分别是黄曲霉毒素 B1（aflatoxin B1， AFB1）、黄曲霉毒素 B2（aflatoxin B2， AFB2）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇

（deoxynivalenol， DON）、伏 马 毒 素 B1（fumonisin B1， FB1）、伏 马 毒 素 B2（fumonisin B2， FB2）、伏 马 毒 素 B3
（fumonisin B3， FB3）、玉米赤霉烯酮（zearalenone， ZEN），并且在样品检出了隐蔽型真菌毒素 D3G（deoxynivalenol-
3-glucoside， D3G）和 15-乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇（15-acetyldeoxynivalenol， 15-ACDON）。在 84 个取样点中，文

县、陇县地区青贮紫花苜蓿样本中检出了 18 种真菌毒素，其中 AFB1、赭曲霉毒素 A（ochratoxin A， OTA）、T-2 毒素

（T-2 toxin， T-2）、DON、FB1、FB2、ZEN 的含量显著超出参考限值（P<0. 05）；平凉、庆阳、天水、定西、白银、兰州地

区青贮紫花苜蓿样本中共有 17 种真菌毒素检出，主要以 AFB1、AFB2、黄曲霉毒素 G1（aflatoxin G1， AFG1）、黄曲

霉毒素 M1（aflatoxin M1， AFM1）、DON、FB1、FB2、FB3、ZEN、D3G、15-ACDON 为主，其中部分地区 AFB1、
DON、FB1 这 3 种真菌毒素含量超出参考限值；武威、金昌、张掖、酒泉青贮紫花苜蓿样本中检出 9 种真菌毒素，以

AFB1、DON、FB1、ZEN 为主，且均未超出参考限值；甘南迭部县、夏河县、临夏积石山县的青贮紫花苜蓿中未检出

任何 18 种真菌毒素。甘肃境内的青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量和种类呈明显的区域性特征，本研究建立的 UPLC-

Q-Orbitrap HRMS 可大通量、高精度一次性检验青贮紫花苜蓿中 18 种真菌毒素，尤其是能准确检测容易漏检的隐

蔽型真菌毒素。通过 Pearson 相关性和冗余分析发现，青贮期平均气温和海拔是影响青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量

及种类的重要因素，其解释度分别达 59. 70% 和 31. 20%。
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Abstract： This study employed ultrahigh-performance liquid chromatography coupled to quadrupole-orbitrap high 
resolution mass spectrometry with optimized chromatographic and mass spectrometric conditions （UPLC-Q-Orbitrap 
HRMS）， to investigate the contamination status of mycotoxins in silage alfalfa from Gansu Province.  By optimizing 
chromatographic and mass spectrometric conditions and adopting a dual purification mode of gel permeation 
chromatography （GPC） and solid-phase extraction （SPE） to reduce matrix effects， mycotoxin levels in silage alfalfa 
samples from 84 sampling sites in 14 regions of Gansu Province were analysed.  The results indicated that the 
optimized UPLC-Q-Orbitrap HRMS developed in this study could accurately and simultaneously detect 18 
mycotoxins in silage alfalfa， namely： aflatoxins B1 and B2， G1 and G2 and M1 and M2 （AFB1， AFB2， AFG1， 
AFG2， AFM1 and AFM2， respectively）， ochratoxins A， B and C （OTA， OTB and OTC， respectively）， T-2 
toxin， HT-2 toxin， deoxynivalenol （DON）， fuminosin B1， B2 and B3 （FB1， FB2 and FB3， respectively）， 
zearalenone （ZEN）， deoxynivalenol-3-glycoside （D3G） and 15-acetyldeoxynivalenol （15-ACDON）.  The most 
frequently detected toxins included AFB1， AFB2， DON， FB1， FB2， FB3， and ZEN， along with masked toxins 
such as D3G and 15-ACDON.  Among the 84 sampling sites， all 18 mycotoxins were detected in samples from Long 
County and Wen County， with AFB1， OTA， T-2， DON， FB1， FB2， and ZEN significantly exceeding reference 
tolerance limits （P<0. 05）.  In Pingliang， Qingyang， Tianshui， Dingxi， Baiyin and Lanzhou， 17 mycotoxins were 
detected， primarily AFB1， AFB2， AFG1， AFM1， DON， FB1， FB2， FB3， ZEN， D3G and 15-ACDON， with 3 
mycotoxins （AFB1， DON， FB1） exceeding reference tolerance limits.  In Wuwei， Jinchang， Zhangye， and 
Jiuquan， 9 toxins were detected， primarily AFB1， DON， FB1， and ZEN， all within reference tolerance limits.  No 
mycotoxins were detected in samples from Diebu County， Xiahe County， Jishishan County in the Gannan and Linxia 
regions.  This study demonstrates that the developed UPLC-Q-Orbitrap HEMS method enables high-throughput， 
highly accurate detection of 18 mycotoxins in silage alfalfa， including masked mycotoxins that are prone to being 
overlooked.  Mycotoxin concentrations and types in Gansu ensiled alfalfa exhibited distinct regional characteristics.  
Pearson correlation and redundancy analysis revealed that average temperature during the ensiling period and altitude 
were the significant factors influencing mycotoxins content and types， with explanatory powers of 59. 70% and 
31. 20%， respectively.
Key words： Gansu； alfalfa； silage； mycotoxins； association analysis

我国是青贮饲料生产和消费的大国，近年来关于青贮饲料中真菌毒素污染已广泛引起畜牧生产者的重视［1］，

根据联合国粮食与农业组织（Food and Agriculture Organization of the United Nations， FAO）的数据，全球每年约

有 1/4 的青贮饲料作物受到不同程度的真菌毒素污染，其中大约 2% 的饲料作物污染严重，导致直接浪费，经济损

失可达数亿美元［2］。在我国，青贮饲料中真菌毒素的检出率 70%~100%［3］。甘肃是紫花苜蓿（Medicago sativa）

种植及青贮饲料生产的主产地之一，生产实践中紫花苜蓿因蛋白含量高，在青贮过程中更容易积累真菌毒素［4］。

当家畜食用被真菌毒素污染的青贮饲料时，可能会导致其肝细胞 DNA 损伤和细胞中毒，并且真菌毒素会随食物

链进入人体，如果青贮饲料中真菌毒素污染严重，家畜摄入量过高甚至会对自身和人类的健康产生危害，引发肝

脏、肾脏和胃肠道的病变，抑制生长，并可能导致癌症、畸形和突变等严重后果［5］。青贮饲料中的真菌毒素普遍被

认为受温度、湿度、地域等多种地理气候因素影响［6-7］。研究发现，我国西南湿热地区青贮饲料真菌毒素含量高于

其他地区，在青贮时温度、湿度是影响青贮饲料真菌毒素含量的主要因素［1］。另有研究认为，青贮过程中打捆密

度和堆垛方式也影响青贮饲料中真菌毒素含量［8］。同时，研究还发现青贮过程中微生物群落差异导致代谢物差

异，从而影响真菌毒素积累［9］，而地理气候因素又影响了微生物群落的组成［10］。甘肃位于青藏高原、内蒙古高原

和黄土高原的交界区域，拥有广阔的地域和丰富多样的地理气候特征［11］。主要有河西干旱灌溉农业区，陇中、陇

东雨养农业区，陇南湿热农业区以及高寒山地农业区四大农业区域，各区域环境条件迥异，从而造就了各不相同

的饲料青贮环境［10］。Fan 等［12］调查甘肃青贮紫花苜蓿中黄曲霉毒素 B1（aflatoxin B1， AFB1）含量，发现检出率高
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达 43. 4%。然而目前对甘肃青贮紫花苜蓿中真菌毒素污染研究仅在少数区域，且仅可检测有限的几种真菌毒

素。因此，深入开展甘肃各地青贮紫花苜蓿中真菌毒素污染状况的研究非常必要。

研究表明，青贮紫花苜蓿中存在的主要真菌毒素污染包括：黄曲霉毒素（aflatoxins， AF）、脱氧雪腐镰刀菌烯

醇（deoxynivalenol， DON）、玉米赤霉烯酮（zearalenone， ZEN）、赭曲霉毒素（ochratoxins， OT）、单端孢霉烯族毒

素（如 HT-2 和 T-2 毒素）、伏马毒素（fumonisins， FB）以及隐蔽型真菌毒素等多种类型［13-15］，现阶段针对青贮饲料

中真菌毒素的常用检测方法，如：酶联免疫法、气相、液相色谱技术的经典方法［16-20］。虽然能够检测真菌毒素，但

存在一次可检测成分少的缺点，且灵敏度较低，易出现假阳性，尤其对难检测的隐蔽型真菌毒素常漏检、误检。超

高 效 液 相 色 谱 - 四 级 杆/静 电 场 轨 道 阱 高 分 辨 质 谱 法（ultra-performance liquid chromatography quadrupole/
orbitrap high-resolution mass spectrometry， UPLC-Q-Orbitrap HRMS）通量高，质谱分辨率高，可以准确检测衍生

结合型化合物，目前主要用于医药和食品领域，如曹依敏等［21］采用 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 法实现了一次性对

中药材中 100 多种农药残留进行检测，冯峰等［22］采用 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 技术对食品中非法添加物的研究

中准确高效地检测出 107 种那非类非法添加物。此方法相较于经典色谱法，灵敏度高、通量大、前处理简便、有良

好的准确度，但尚未在青贮饲料真菌毒素污染的检测中应用。

为了研究甘肃各区域青贮紫花苜蓿中真菌毒素污染的特征及其重要影响因子，精细化调控青贮紫花苜蓿品

质，本研究拟在青贮紫花苜蓿真菌毒素检测中采用 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 法，对甘肃境内不同区域青贮紫花

苜蓿中常见真菌毒素和隐蔽型真菌毒素等多种真菌毒素展开精准检测，旨在了解甘肃青贮紫花苜蓿真菌毒素污

染状况，剖析影响青贮紫花苜蓿中真菌毒素污染的关键因素，为调控青贮紫花苜蓿饲喂安全提供数据支撑。

1　材料与方法

1. 1　采样区域及采样方法

试验材料为青贮紫花苜蓿，紫花苜蓿品种主要为甘农 3 号、甘农 5 号、陇东苜蓿、中苜 1 号。2023 年 10 月（青

贮时间约为 48 d）采集于甘肃 14 个市（州）大规模青贮生产基地，每个市（州）选择具有代表性的 2 个县（区），每个

县（区）设 3 个取样点，共计 84 个取样点，每个取样点重复取样 3 次，共采集 252 份样品。每次取样去除表层 20 cm
处青贮饲料，采用  5 点采样法（上、下、左、右、中）取样，再充分混合后，称取 1. 5 kg 为 1 个处理。地理气候因子数

据来自中国气象科学数据中心（https：//data. cma. cn/）（表 1）。

1. 2　材料与试剂

18 种真菌毒素标准品：黄曲霉毒素 B1、黄曲霉毒素 B2、黄曲霉毒素 G1、黄曲霉毒素 G2、黄曲霉毒素 M1、黄曲

霉毒素 M2、玉米赤霉烯酮、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、赭曲霉毒素 A、赭曲霉毒素 B、赭曲霉毒素 C、伏马毒素 B1、伏马

毒素 B2、伏马毒素 B3、T-2 毒素、HT-2 毒素、D3G 毒素、15-乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇，以上标准品纯度均大于

99. 0%，购自德国 Dr.  Ehrensterfer GrmbH 公司。标准溶液配制参考曹依敏等［21］的方法。

1. 3　仪器与设备

UPLC-Q-Orbitrap HRMS：Acquity 型超高效液相色谱仪（美国 Waters 公司）搭载 Q-Exactive 型高分辨质谱仪

（美国赛默飞生物科技公司），凝胶渗透色谱（GPC 1515 型，美国 Waters 公司），固相萃取（JAW-HL806，北京恒奥

德仪表有限公司），全自动定量平行浓缩仪（Preplinc AccuVap，美国 J2 Scientific 公司），平行蒸发仪（全自动智能

双模式氮吹仪）（FV64UP，广州得泰仪器科技有限公司）。

1. 4　青贮饲料样品处理

青贮紫花苜蓿样品粉碎后，每类样品分别称取 5. 0 g（精确至 0. 001 g），装入 50 mL 离心管中，分别加入 10 mL
萃取溶剂［乙腈/水（70∶30， V/V）（含 1% 甲酸）、甲醇/水（70∶30，V/V）］，涡旋振荡 20 min，加入 QuEChERS 提取

盐包，涡旋振荡摇散 2 min，冰浴静置 10 min，5000 r·min-1 4 ℃离心 10 min，取上清液进行凝胶渗透色谱（gel 
permeation chromatography， GPC）模式净化处理。收集净化过程中的 10. 0~16. 4 min 的流出液，通过平行浓缩

蒸发仪将其直接浓缩至 1. 5 mL 后，转移至固相萃取萃取系统（solid-phase extraction， SPE）进行进一步净化。以

多毒素免疫亲和柱前处理样品做对比。
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1. 5　仪器分析条件

1. 5. 1　质谱条件　  质谱分析条件如下：采用电喷雾正离子离子源模式（ESI+），二级质谱扫描（Full MS/
ddMS2）监测方式。电喷雾电压设定为 3. 4 kV，毛细管的温度为 322 ℃，S-lens的射频水平为 54. 0。一级质谱的参

数：分辨率为 80000 FWHM，自动增益控制设置为 3×106，扫描范围为质荷比（m/z） 70~1050。二级质谱的参数：

分辨率为 17000 FWHM，自动增益控制为 1×105，归一化碰撞能量分别为 20、40 和 60，母离子强度触发阈值为

8. 3×104。

1. 5. 2　色谱条件　  使用 Waters Atiantis® T3 C18 色谱柱（160 mm×2. 2 mm，3. 4 μm）进行分离。流动相 A 为

含 0. 1% 甲酸铵的 5 mmol·L-1甲酸水溶液，流动相 B 为含 0. 1% 甲酸铵的 5 mmol·L-1甲酸甲醇溶液。梯度洗脱

程序如下：0~1 min 保持 97%A；1~4 min 由 97% 逐渐降低至 45%A；4~8 min 由 45% 逐渐降低至 34%A；8. 0~
8. 5 min 由 34% 降低至 30%A；8. 5~9. 0 min 由 30% 降低至 23%A；9~16 min 由 23% 降低至 6%A；16~20 min 保

持在 6%A。流速设定为 0. 3 mL·min-1，柱温保持在 42 ℃，进样体积为 3 μL。以现行标准 GB/T 30955-2014［23］为

对照，进行优化后分析条件对比。

1. 6　不同水平添加回收试验

根据质谱 Full MS/ddMS2模式下响应不同，向青贮紫花苜蓿空白基质样品中分别添加 18 种真菌毒素混合标

准溶液，添加浓度水平依据每种真菌毒素的线性范围设定，共设定了 1、2、5、10、20、50、100、1000 和 10000 μg·kg-1

这 9 个浓度级别，每个浓度水平进行 6 次重复试验。并计算相关系数、回收率及相对标准偏差（relative standard 
deviation， RSD）。同时，检出限的确定是基于基质标准曲线的 y 轴截距除以斜率标准偏差的 3 倍标准。

1. 7　数据处理

使用 Trace Finder 4. 1 数据处理软件（美国赛默飞生物科技公司）对原始采集数据进行提取统计，并配合

SPSS（26. 0 版）、Origin（2024 版）软件进行数据统计学分析和可视化。

2　结果与分析

2. 1　优化后质谱条件

本研究采用流动注射技术，对 18 种真菌毒素进行全扫描和 Full MS/ddMS2。以强响应的内源裂解离子作为

母离子。以响应度较高且质量数大于 100 的离子作为子离子，同时使用 MS search v. 2. 3 软件（美国赛默飞生物

科技公司）计算子离子的理论精确质量数。真菌毒素的定性及定量质谱参数参考欧盟《质谱分析方法鉴定参数》

2006/576/EC 法规［24］要求，阳性结果必须满足以下条件：与标准数据库中目标化合物的母离子及子离子的精确质

量数偏差≤5×10-6，至少 1 个子离子精确质量偏差≤5×10-6，保留时间窗口为±15 s，最终确定 18 种真菌毒素质

谱参数（表 2）。

2. 2　优化后色谱条件

研究选择对多组分分离效果好的 3 种色谱柱，分别是 Waters Atiantis® T3 C18 （160 mm×2. 2 mm，3. 4 
μm）、Agilent Poroshell 120 EC-18 （160 mm×2. 2 mm，2. 8 μm）、 Waters XBridge BEH C18 （110 mm×2. 2 mm，

2. 7 μm） 对 18 种真菌毒素进行分离，隐蔽性真菌毒素 D3G 容易出现假阴性，以青贮紫花苜蓿中 D3G 毒素为例，

结果显示，D3G 毒素在 Waters XBridge BEH C18 柱上出现明显拖尾现象（图 1），在 Waters Atiantis® T3 C18 和

Agilent Poroshell 120 EC-18 柱上峰型良好，而前者峰型更尖锐，峰宽更窄。因此选择峰型更好的 Waters 
Atiantis® T3 C18 为本方法推荐的色谱柱。

比较基础溶液相同，加或不加 0. 1% 甲酸铵溶液的两种流动相对 18 种真菌毒素分离情况，隐蔽真菌毒素

（D3G）对色谱条件敏感，继续以青贮紫花苜蓿中 D3G 毒素为例，结果显示，当流动相中含甲酸铵时，D3G 毒素的

峰型尖锐，无拖尾，响应高（图 1），流动相中不含甲酸铵时，D3G 色谱峰出现拖尾、灵敏度降低、响应弱。因此选择

含 0. 1% 甲酸铵的甲酸-甲酸甲醇作为该方法的流动相。应用色谱柱 Waters Atiantis® T3 C18，流动相添加

0. 1% 甲酸铵溶液，18 种真菌毒素总离子流见图 2。
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2. 3　方法验证

2. 3. 1　去除样品基质效应　  本研究建立的 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 法采用与基质匹配的标准溶液进行校准

定量，针对青贮紫花苜蓿样品成分消除基质效应。如图 3 所示，当选择 GPC 与 SPE 双重净化模式对复杂基质样

品进行杂质净化，并采用与基质匹配的 15-ACDON 标准溶液进行检测时，色谱图峰型尖锐，没有拖尾。而未处理

的 15-ACDON 标准溶液色谱图，干扰峰多，有拖尾现象。

表 2　18种真菌毒素质谱参数

Table 2　Mass spectrometry parameters for 18 mycotoxins

简称

Abbre⁃
viation

AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFM1
AFM2
OTA
OTB
OTC
T-2
HT-2
DON
FB1
FB2
FB3
ZEN
D3G
15-AC⁃
DON

化合物

Compound

黄曲霉毒素 B1 Aflatoxin B1
黄曲霉毒素 B2 Aflatoxin B2
黄曲霉毒素 G1 Aflatoxin G1
黄曲霉毒素 G2 Aflatoxin G2
黄曲霉毒素 M1 Aflatoxin M1
黄曲霉毒素 M2 Aflatoxin M2
赭曲霉毒素 A Ochratoxin A
赭曲霉毒素 B Ochratoxin B
赭曲霉毒素 C Ochratoxin C
T-2毒素 T-2 toxin
HT-2毒素 HT-2 toxin
脱氧雪腐镰刀菌烯醇 Deoxynivalenol
伏马毒素 B1 Fumonisin B1
伏马毒素 B2 Fumonisin B2
伏马毒素 B3 Fumonisin B3
玉米赤霉烯酮 Zearalenone
D3G 毒素 Deoxynivalenol-3-glucoside
15-乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇

15-acetyldeoxynivalenol

分子式

 Molecular 
formula

C17H12O6

C17H14O6

C17H12O7

C17H14O7

C17H12O6

C17H14O7

C20H18ClNO6

C20H19NO6

C22H22ClNO6

C24H34O9

C22H32O8

C15H20O6

C34H59NO15

C34H59NO14

C34H59NO14

C18H22O5

C21H30O11

C17H22O7

母离子加合

形式 Precursor 
ion adduct form

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+Na］+

［M+Na］+

［M+Na］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

精确质量数偏差

Exact mass devia⁃
tion （×10-6）

1. 47
-0. 04

0. 80
1. 85
0. 05
1. 13
0. 32
1. 04
2. 18

-0. 83
0. 51

-0. 62
1. 12
0. 73
1. 89
1. 35
1. 92
1. 28

保留时间  
Retention 
time （min）

9. 06
9. 53

10. 08
10. 44
10. 96
11. 08
12. 74
13. 21
13. 73
12. 38
11. 76

6. 43
14. 41
15. 03
14. 79
13. 14
14. 17

9. 89

质荷比 Mass-charge ratio （m/z）
母离子

Precursor ion

313. 0702
315. 0858
329. 0657
331. 0807
329. 0650
331. 0824
404. 0890
370. 1280
431. 1135
467. 2276
425. 2164
297. 1327
722. 3952
706. 4003
706. 4003
319. 1541
459. 1885
339. 1438

子离子

Fragment ions

284. 0228、256. 0129
287. 0912、259. 0621
200. 0466、214. 0623
286. 1880、258. 5701
273. 0757、259. 0601
313. 0758、285. 0801
358. 0841、257. 0211
239. 1363、211. 1445
278. 1683、345. 1940
305. 1384、245. 1172
263. 1277、245. 1172
249. 1121、203. 1067
546. 3616、352. 3183
530. 3661、336. 3234
688. 3903、354. 3341
283. 1329、267. 0851
297. 1333、249. 1121
261. 1121、231. 1016

图 1　不同色谱条件下  D3G毒素色谱

Fig. 1　Chromatograms of D3G toxin under different chromatographic conditions
a： Waters Atiantis® T3 C18， 流动相 Mobile phase： 加 0.1% 甲酸铵 Add 0.1% ammonium formate； b： Agilent Poroshell 120 EC-18， 流动相 Mobile 
phase： 加 0.1% 甲酸铵 Add 0.1% ammonium formate； c： Waters XBridge BEH C18， 流动相 Mobile phase： 加 0.1% 甲酸铵 Add 0.1% ammonium 
formate； d： Waters Atiantis® T3 C18， 流动相 Mobile phase： 未加 0.1% 甲酸铵 No addition of 0.1% ammonium formate.
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2. 3. 2　方法学验证参数　  18 种真菌毒素在青贮紫花苜蓿中测试浓度范围内线性良好，相关系数均大于或等

于 0. 9992，检出限为 0. 20~7. 00 μg·kg-1（表 3）。为验证本方法准确度和精密度，在 1、2、5、10、20、50、100、1000
和 10000 μg·kg-1这 9 个添加水平下，青贮紫花苜蓿中进行加标回收试验，并计算相对标准偏差（relative standard 
deviation， RSD）。结果表明（表 3），18 种真菌毒素青贮紫花苜蓿基质中加标回收率为 80. 21%~104. 83%，RSD
为 1. 23%~10. 74%。

2. 4　甘肃省不同区域青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量及类型

采用建立的 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 法检测 252 份青贮紫花苜蓿样品，如表 4 所示，甘肃不同区域青贮紫花

苜蓿中检出率较高的真菌毒素分别是 AFB1、AFB2、DON、FB1、FB2、FB3、ZEN。参照文献［1］，其中 89. 29% 的

样品中检出 AFB1，含量为 3. 43~117. 83 μg·kg-1，有 50% 的样品中 AFB1 超出参考限值。有 225 份样品检出

DON，含量为 415. 78~6613. 75 μg·kg-1，其中 28. 57% 的样品中 DON 超出参考限值。FB1 的含量为 275. 80~
109651. 35 μg·kg-1，21. 43% 的样品超出参考限值。 225 份样品中检出 ZEN，含量为 5. 14~2372. 59 μg·kg-1，

17. 86% 的样品超出参考限值。分别在 126 份样品检出隐蔽型真菌毒素 D3G，108 份样品中检出隐蔽型真菌毒素

15-ACDON。

图 2　优化色谱质谱条件后 18种真菌毒素总离子流

Fig. 2　Total ion chromatogram of 18 mycotoxins after optimization of detection conditions
1： AFB1； 2： AFB2； 3： AFG1； 4： AFG2； 5： AFM1； 6： AFM2； 7： OTA； 8： OTB； 9： OTC； 10： T-2； 11： HT-2； 12： DON； 13： FB1； 14： 
FB2； 15： FB3； 16： ZEN； 17： D3G； 18： 15-ACDON.

图 3　采用基质匹配标准溶液条件下 15-ACDON色谱

Fig. 3　The chromatogram of 15-ACDON under the conditions of matrix-matched standard solutions
a： 与基质匹配的标准溶液 Matrix-matched standard solution； b： 未处理的标准溶液 Untreated standard solution.
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表 3　18种真菌毒素线性范围、相关系数、检出限、定量限、回收率、精密度

Table 3　 Linear range， correlation coefficient， limit of detection （LOD）， limit of quantification （LOQ）， recoveries and 

precision （n=6） of 18 mycotoxins 

AFB1

AFB2

AFG1

AFG2

AFM1

AFM2

OTA

OTB

OTC

T-2

HT-2

DON

FB1

0. 5~30

0. 5~30

0. 5~30

0. 5~30

0. 5~30

0. 5~30

1. 5~100

1. 5~100

1. 5~100

8~100

8~100

20~100

10~10000

0. 9997

0. 9992

0. 9996

0. 9993

0. 9999

0. 9998

0. 9995

0. 9994

0. 9997

0. 9992

0. 9994

0. 9996

0. 9997

0. 20

0. 20

0. 20

0. 20

0. 20

0. 20

0. 50

0. 50

0. 50

3. 00

3. 00

7. 00

3. 00

0. 5

0. 5

0. 5

0. 5

0. 5

0. 5

1. 5

1. 5

1. 5

8. 0

8. 0

20. 0

10. 0

1. 0

2. 0

5. 0

1. 0

2. 0

5. 0

1. 0

2. 0

5. 0

1. 0

2. 0

5. 0

1. 0

2. 0

5. 0

1. 0

2. 0

5. 0

2. 0

10. 0

50. 0

2. 0

10. 0

50. 0

2. 0

10. 0

50. 0

10. 0

50. 0

100. 0

10. 0

50. 0

100. 0

20. 0

50. 0

100. 0

10. 0

100. 0

10000. 0

80. 21

83. 42

86. 23

85. 11

86. 28

90. 41

82. 75

80. 53

84. 58

80. 54

84. 87

90. 24

81. 21

85. 36

103. 43

83. 32

89. 52

92. 56

80. 42

90. 63

104. 83

88. 52

82. 48

95. 64

83. 57

83. 94

90. 42

87. 63

84. 84

91. 57

80. 56

88. 93

97. 51

88. 27

83. 85

88. 79

85. 43

83. 75

90. 77

3. 83

1. 94

1. 23

8. 75

4. 58

6. 31

3. 74

4. 57

5. 42

7. 89

8. 93

8. 75

3. 89

1. 93

3. 75

5. 95

9. 03

8. 31

6. 68

4. 62

7. 53

9. 79

7. 94

6. 88

5. 72

6. 52

4. 42

4. 83

5. 02

3. 62

3. 92

4. 03

4. 72

7. 94

8. 93

9. 46

7. 85

5. 68

10. 74

真菌毒素

Mycotoxin
线性范围

Linear range
（μg·kg-1）

相关系数

Correlation 
coefficient

检出限

Limit of detection 
（LOD， μg·kg-1）

定量限

Limit of quantification 
（LOQ， μg·kg-1）

青贮紫花苜蓿 Silage alfalfa
添加量 Additive 

quantity （μg·kg-1）

回收率

Recoveries （%）

相对标准偏差

Relative standard de⁃
viation （RSD， %）
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FB2

FB3

ZEN

D3G

15-AC⁃
DON

10~10000

10~10000

5~1000

4~100

20~100

0. 9997

0. 9996

0. 9995

0. 9994

0. 9996

3. 00

3. 00

1. 50

1. 10

7. 00

10. 0

10. 0

5. 0

4. 0

20. 0

10. 0

100. 0

10000. 0

10. 0

100. 0

10000. 0

10. 0

100. 0

1000. 0

5. 0

20. 0

100. 0

20. 0

50. 0

100. 0

88. 63

88. 52

90. 73

88. 54

83. 43

88. 41

85. 73

89. 32

84. 65

83. 64

84. 85

89. 66

80. 63

89. 64

84. 86

6. 68

7. 53

5. 87

4. 75

5. 42

6. 05

5. 42

5. 73

6. 74

4. 96

3. 22

5. 93

6. 74

5. 84

7. 29

续表  Continued Table

真菌毒素

Mycotoxin
线性范围

Linear range
（μg·kg-1）

相关系数

Correlation 
coefficient

检出限

Limit of detection 
（LOD， μg·kg-1）

定量限

Limit of quantification 
（LOQ， μg·kg-1）

青贮紫花苜蓿 Silage alfalfa
添加量 Additive 

quantity （μg·kg-1）

回收率

Recoveries （%）

相对标准偏差

Relative standard de⁃
viation （RSD， %）

表 4　甘肃不同区域青贮苜蓿成品真菌毒素普查表

Table 4　Survey of mycotoxins in silage alfalfa products from different regions of Gansu

真菌毒素

Mycotoxin

AFB1

AFB2

AFG1

AFG2

AFM1

AFM2

OTA

OTB

OTC

T-2

HT-2

DON

FB1

FB2

FB3

ZEN

D3G

15-ACDON

样本量

Sample 
number

252

252

252

252

252

252

252

252

252

252

252

252

252

252

252

252

252

252

检出比例

Detection rate 
（%）

89. 29

60. 71

53. 57

39. 29

57. 14

42. 86

35. 71

17. 86

7. 14

14. 29

14. 29

89. 29

89. 29

71. 43

64. 29

89. 29

50. 00

42. 86

超出限值比例

Exceedance ratio
 （%）

50. 00

/

/

/

/

/

7. 14

/

/

3. 57

/

28. 57

21. 43

7. 14

/

17. 86

/

/

平均值

Average 
（μg·kg-1）

36. 72±1. 13

36. 93±0. 74

19. 18±0. 63

9. 29±1. 30

5. 27±0. 50

6. 75±0. 70

16. 00±1. 20

6. 81±0. 90

3. 34±0. 40

49. 47±2. 40

4. 22±1. 50

2774. 24±22. 30

32038. 51±173. 42

9416. 34±125. 70

133. 41±10. 81

368. 77±45. 74

23. 43±2. 20

35. 13±3. 40

中位值

Median
（μg·kg-1）

25. 79±1. 52

25. 93±1. 02

1. 27±0. 36

N. D.

0. 81±0. 06

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

2538. 05±20. 23

23515. 82±104. 53

1152. 98±91. 53

101. 32±8. 53

91. 27±4. 53

5. 18±0. 89

N. D.

最高值

Maximum 
（μg·kg-1）

117. 83

109. 14

99. 59

78. 73

48. 53

56. 79

126. 79

85. 43

51. 19

521. 60

53. 36

6613. 75

109651. 35

81732. 32

668. 94

2372. 59

97. 82

169. 99

参考限值

Reference limit
（μg·kg-1）

30

/

/

/

/

/

100

/

/

500

/

5000

60000

60000

/

1000

/

/

“/”表示无数据；N. D. 表示未检出。“/” indicates no data， “N. D. ” stands for “not detected”.  下同 The same below.

89



Vol. 34，No. 11ACTA PRATACULTURAE SINICA（2025）

表 5　甘肃不同区域青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量

Table 5　Mycotoxin levels in silage alfalfa from different regions of Gansu （μg·kg-1）

地区  
Region

LW

LL

QH

QX

PC

PJ

TW

TQ

DA

DT

BH

BJ

LY

LX

WL

WM

JYD

JYS

ZG

ZS

ZM

JJ

JY

JG

JD

GD

GX

LJ

地区 
Region

LW

LL

QH

QX

PC

PJ

TW

TQ

DA

DT

BH

AFB1

114. 61±3. 22*

112. 32±4. 51*

87. 34±2. 80*

83. 26±2. 23*

80. 31±4. 47*

78. 47±5. 18*

76. 73±3. 86*

60. 36±2. 74*

40. 82±2. 33*

48. 37±1. 65*

39. 22±2. 43*

37. 11±1. 71*

38. 64±1. 12*

35. 32±1. 46*

16. 26±1. 69

15. 17±1. 34

12. 43±1. 91

15. 77±1. 24

8. 22±0. 97

6. 72±1. 14

3. 24±0. 73

3. 85±0. 88

5. 37±0. 94

4. 27±0. 63

3. 85±0. 42

N. D.

N. D.

N. D.

T-2

514. 11±7. 49*

486. 74±11. 04

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

218. 56±8. 94

165. 78±4. 72

N. D.

N. D.

N. D.

AFB2

104. 56±4. 58

100. 53±3. 81

93. 22±4. 33

94. 61±3. 65

83. 37±4. 17

84. 23±3. 82

80. 34±2. 81

72. 26±3. 22

63. 68±2. 88

60. 23±2. 99

40. 39±4. 24

38. 45±3. 05

40. 62±2. 17

41. 13±1. 84

11. 47±1. 19

10. 18±0. 13

4. 89±0. 02

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

HT-2

50. 62±2. 74

44. 82±2. 33

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

10. 96±0. 73

11. 73±0. 48

N. D.

N. D.

N. D.

AFG1

94. 21±5. 38

90. 34±5. 02

74. 39±4. 42

76. 32±3. 97

53. 61±3. 73

50. 27±2. 88

30. 48±3. 51

28. 57±4. 02

11. 61±2. 11

14. 82±1. 93

3. 37±1. 12

4. 33±0. 95

2. 16±0. 03

1. 82±0. 03

0. 72±0. 03

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

DON

6400. 56±23. 16*

6591. 34±22. 41*

5211. 44±16. 77*

5178. 28±17. 84*

5311. 91±19. 15*

5201. 43±20. 79*

5100. 75±14. 11*

5041. 36±20. 73*

4692. 11±18. 76

4494. 42±15. 36

4003. 58±16. 39

AFG2

70. 32±8. 42

64. 78±8. 31

43. 11±3. 39

40. 21±6. 17

20. 64±5. 04

14. 38±2. 95

N. D.

N. D.

2. 21±0. 73

1. 93±0. 31

0. 95±0. 08

0. 88±0. 07

0. 72±0. 03

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

FB1

109445. 62±205. 73*

103463. 43±184. 86*

75329. 22±164. 65*

72877. 84±186. 83*

64741. 36±118. 93*

56753. 91±100. 66

65362. 82±125. 11*

53762. 64±137. 42

45743. 85±104. 52

46511. 15±79. 64

52193. 84±167. 73

AFM1

40. 38±7. 38

43. 11±5. 42

10. 32±0. 83

9. 49±0. 62

12. 11±0. 55

10. 37±0. 48

5. 02±0. 25

4. 66±0. 84

2. 92±0. 26

3. 48±0. 41

1. 32±0. 37

1. 26±0. 24

0. 89±0. 04

0. 93±0. 07

0. 73±0. 06

0. 63±0. 02

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

FB2

81485. 74±246. 58*

80363. 65±257. 72*

14059. 72±200. 11

13262. 74±188. 04

10901. 52±163. 48

10443. 63±152. 61

10033. 42±143. 53

10741. 94±122. 36

8218. 64±142. 44

7200. 64±163. 02

6150. 83±134. 38

AFM2

52. 17±4. 62

50. 11±5. 03

15. 38±1. 23

17. 29±1. 05

14. 28±1. 41

15. 19±1. 09

6. 93±0. 83

7. 89±0. 69

3. 83±0. 11

4. 11±0. 09

0. 94±0. 03

0. 86±0. 04

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

FB3

632. 93±25. 61

649. 46±19. 48

284. 27±10. 37

301. 11±11. 34

265. 42±9. 57

244. 39±10. 21

288. 34±11. 42

293. 47±12. 36

207. 38±8. 65

228. 38±7. 47

198. 56±6. 93

OTA

118. 38±8. 41*

107. 84±7. 35*

46. 93±4. 31

50. 51±2. 94

25. 81±1. 83

23. 27±2. 11

35. 84±2. 78

34. 96±1. 94

N. D.

N. D.

2. 31±0. 37

2. 07±0. 46

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

ZEN

2241. 43±131. 16*

2472. 62±110. 64*

834. 71±91. 58

840. 15±73. 95

764. 47±82. 07

702. 52±11. 05

517. 16±17. 11

433. 63±8. 74

401. 32±6. 87

290. 25±4. 65

252. 11±3. 48

OTB

79. 34±5. 21

82. 35±3. 08

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

12. 73±1. 05

14. 32±1. 63

N. D.

N. D.

1. 84±0. 11

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

D3G

95. 66±2. 16*

90. 18±1. 63*

88. 54±1. 93

79. 73±1. 28

55. 37±2. 01

60. 91±1. 16

35. 36±1. 93

40. 74±1. 82

22. 36±1. 71

25. 72±2. 68

18. 86±1. 49

OTC

48. 23±2. 96

45. 19±1. 49

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

15-ACDON

147. 55±19. 94

151. 42±18. 57

95. 63±14. 63

104. 25±15. 18

144. 33±13. 42

154. 84±14. 29

86. 45±7. 73

80. 22±8. 56

38. 27±5. 47

30. 18±2. 26

32. 63±1. 06
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地区 
Region

BJ

LY

LX

WL

WM

JYD

JYS

ZG

ZS

ZM

JJ

JY

JG

JD

GD

GX

LJ

T-2

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

HT-2

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

DON

3914. 43±12. 33

3492. 87±14. 92

3688. 22±16. 72

1104. 52±11. 32

1391. 28±14. 51

1336. 89±10. 47

1583. 23±13. 85

873. 34±10. 99

664. 21±12. 31

523. 75±8. 93

524. 66±9. 72

446. 35±7. 63

485. 52±8. 31

422. 36±6. 58

N. D.

N. D.

N. D.

FB1

46348. 92±107. 61

47563. 47±190. 07

47673. 88±176. 17

1277. 32±60. 42

1287. 78±92. 53

1068. 56±68. 19

1075. 54±75. 03

1011. 57±95. 36

1053. 31±86. 29

626. 79±54. 31

604. 55±39. 82

425. 37±56. 06

558. 29±44. 72

317. 28±41. 48

N. D.

N. D.

N. D.

FB2

5846. 85±121. 17

2130. 83±101. 62

2128. 93±89. 04

177. 02±15. 93

166. 93±10. 78

164. 21±12. 88

154. 63±5. 67

13. 22±0. 82

12. 34±0. 73

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

FB3

188. 37±7. 04

206. 73±6. 83

196. 63±7. 48

14. 27±0. 85

12. 11±0. 69

N. D.

N. D.

N. D.

11. 32±0. 57

N. D.

11. 83±0. 66

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

ZEN

148. 36±5. 51

140. 22±4. 61

94. 16±6. 46

88. 38±4. 52

14. 15±0. 77

15. 69±0. 46

18. 52±0. 68

13. 34±0. 63

11. 56±0. 71

7. 88±0. 92

6. 72±0. 59

5. 38±0. 14

5. 59±0. 31

5. 21±0. 07

N. D.

N. D.

N. D.

D3G

20. 18±2. 55

12. 14±0. 89

10. 36±0. 14

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

15-ACDON

37. 92±0. 83

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

N. D.

续表  Continued Table

LW： 陇南文县 Wen County， Longnan City； LL： 陇南陇县 Long County， Longnan City； QH： 庆阳环县 Huan County， Qingyang City； QX： 庆阳西峰

Xifeng District， Qingyang City； PC： 平凉崇信 Chongxin County， Pingliang City； PJ： 平凉泾川 Jingchuan County， Pingliang City； TW： 天水武山

Wushan County， Tianshui City； TQ： 天水秦州 Qinzhou District， Tianshui City； DA： 定西安定 Anding District， Dingxi City； DT： 定西通渭 Tongwei 
County， Dingxi City； BH： 白银会宁 Huining County， Baiyin City； BJ： 白银靖远 Jingyuan County， Baiyin City； LY： 兰州榆中 Yuzhong County， 
Lanzhou City； LX： 兰州新区 Lanzhou New District； WL： 武威凉州 Liangzhou District， Wuwei City； WM： 武威民勤 Minqin County， Wuwei City； 
JYD： 金昌东寨 Dongzhai Town， Jinchang City； JYS： 金昌水源 Shuiyuan Town， Jinchang City； ZG： 张掖高台 Gaotai County， Zhangye City； ZS： 张
掖山丹 Shandan County， Zhangye City； ZM： 张掖民乐 Minle County， Zhangye City； JJ： 酒泉金塔 Jinta County， Jiuquan City； JY： 酒泉玉门 Yumen 
City， Jiuquan City； JG： 酒泉瓜州 Guazhou County， Jiuquan City； JD： 酒泉敦煌 Dunhuang City， Jiuquan City； GD： 甘南迭部 Diebu County， Gannan 
Prefecture； GX： 甘南夏河 Xiahe County， Gannan Prefecture； LJ： 临夏积石山 Jishishan County， Linxia Prefecture.  下同 The same below.  “*”表示真

菌毒素含量显著超出参考限值（P<0. 05）。“*” indicates that the mycotoxin concentration significantly exceeds the reference limit （P<0. 05）.

2. 5　甘肃不同区域青贮紫花苜蓿中真菌毒素分布状况

如表 5 所示，文县、陇县青贮紫花苜蓿中 18 种真菌毒素均有检出，其中真菌毒素 AFB1、OTA、T-2、DON、

FB1、FB2、ZEN 显著超出参考限值（P<0. 05），本次检测中 OTC 真菌毒素全省仅在文县、陇县检出。平凉、庆阳、

天水、定西、白银、兰州等地 12 县（区）青贮紫花苜蓿饲料中除 OTC 外，样品中共有 17 种真菌毒素检出， 以 AFB1、
AFB2、AFG1、AFM1、DON、FB1、FB2、FB3、ZEN、D3G、15-ACDON 含量较高，且部分区域 AFB1、DON、FB1 含

量超出参考限值。武威、金昌、张掖、酒泉等地 11 个县（区）青贮紫花苜蓿中检出 AFB1、AFB2、AFG1、AFM1、
DON、FB1、FB2、FB3、ZEN 共 9 种真菌毒素，其中 AFB1、DON、FB1、ZEN 真菌毒素含量较高，但均未超出参考

限值。而在甘南迭部县、夏河县、临夏积石山地区青贮紫花苜蓿中 18 种真菌毒素均未检出。

通过聚类分析甘肃不同区域青贮紫花苜蓿中检出率较高的真菌毒素含量，依据各个取样点真菌毒素含量差

异值到中心点的欧式距离进行聚类，发现甘肃不同区域青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量通过聚类分析可以划分为

4 个类，文县、陇县青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量和类型高度相似，归为一类；平凉、庆阳、天水、定西、白银、兰州

等 12 个县（区）青贮紫花苜蓿中真菌毒素组成相似，可聚为一类。武威、金昌、张掖、酒泉等地 11 个县（区）可聚为

一类，甘南迭部县、夏河县、临夏积石山 3 个县（区）可归为一类（图 4A）。通过对青贮紫花苜蓿中真菌毒素组成区

域聚类分布与甘肃 4 个农业划分区进行拟合，结果显示二者高度符合（图 4B）。
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2. 6　青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量与地理气候因子

的相关性

通过 Pearson 相关性分析（图 5），发现检出率较高

的真菌毒素含量与经度、纬度、海拔、青贮期最低温度

呈负相关，真菌毒素含量与青贮期平均气温、青贮期

最高温度、青贮期相对湿度呈正相关。通过地理气候

因子与青贮紫花苜蓿原料中检出率较高的真菌毒素

进行冗余分析（图 6）发现，青贮期平均气温和海拔是

影响青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量的重要因素，解释

度分别是 59. 70% 和 31. 20%。

3　讨论

3. 1　高分辨质谱法在青贮紫花苜蓿真菌毒素检测中

的优势

本研究通过优化 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 质谱

色谱条件，对青贮紫花苜蓿中常见真菌毒素，包括 2 种

隐蔽型真菌毒素进行检测，18 种真菌毒素的检出限为

0. 20~7. 00 μg·kg-1，相比较真菌毒素已报道的色谱

法检出限为 1. 00~30. 00 μg·kg-1［1］，质谱法检出限为

0. 5~10. 0 μg·kg-1［25-26］，本方法灵敏度提高了 2~4
倍。同时解决了高效液相色谱法［19，27］、荧光光谱法［25］线性范围小，单次检测成分少的问题；研究发现，液相色谱串

联质谱法［16，28］虽然可以同时检测多种成分，但是容易受到检验样品基质影响，产生基质效应影响结果准确性。本

图 4　甘肃不同地区青贮紫花苜蓿中真菌毒素特征聚类（A）与农业区域拟合（B）
Fig. 4　 Cluster analysis of mycotoxin characteristics in silage alfalfa from different regions in Gansu （A） and fitting of 
agricultural regions （B）
基于自然资源部标准地图服务网站 GS（2019）3266 号标准地图制作，底图边界无修改。The map was created based on the standard map service 
website of the Ministry of Natural Resources using the standard map No. GS （2019） 3266， with no modifications made to the base map boundaries.

图 5　真菌毒素含量与地理气候因子相关性

Fig. 5　 Correlation between mycotoxin content and geo-

climatic factors
*： P<0.05； **： P<0.01； ***： P<0.001.
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方法选择 GPC 与 SPE 双重净化模式，同时采用基质

匹配方式制备标准溶液，有效去除基质效应。之前报

道气相色谱法和气相色谱质谱联用法［7，29］对于沸点

高、衍生型的真菌毒素检测不灵敏、出峰易重合，隐蔽

型真菌毒素容易造成漏检。本研究选择响应强度高

的内源裂解离子作为定性母离子，对重合峰进行高分

辨分离，减少干扰，准确检测隐蔽型真菌毒素。本研

究检测青贮紫花苜蓿中真菌毒素建立的高分辨质谱

法通量大、灵敏度高，高质量分辨率有助于准确检测

真菌毒素，同时对结合其他大分子化合物形成的隐蔽

型真菌毒素进行结构解析，能精准检测出易漏检、易

混淆的隐蔽型真菌毒素。甘肃青贮紫花苜蓿中真菌

毒素尤其是隐蔽型真菌毒素检测技术研究，有利于提

高饲料及饲料原料中真菌毒素检测结果的准确度与

精密度，深入了解青贮饲料中真菌毒素真实污染

状况。

3. 2　甘肃不同区域真菌毒素污染特征

本研究发现甘肃不同区域检出率较高的真菌毒素分别是 AFB1、AFB2、DON、FB1、FB2、FB3、ZEN。参照

文献［1］，252 份样品中有 50. 00% 的样品 AFB1 超出限值，AFB1 污染状况最为严重。王琼珊等［30］、高晶等［31］对青

贮饲料中真菌毒素进行检测研究，也发现 AFB1 超出中国饲料卫生标准限值程度最大，本研究结果与其相似。

Fan 等［12］检测甘肃青贮紫花苜蓿也发现 AFB1 检出率高达 43. 4%，污染程度最高。研究还发现甘肃青贮紫花苜

蓿中约 33. 3% 的样品中有隐蔽型真菌毒素检出，隐蔽型真菌毒素在之前研究中容易漏检易被忽略［1］。并且甘肃

不同区域青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量具有区域性分布特征，于陇南湿润雨养农业区采集的青贮紫花苜蓿饲料

样本中 18 种真菌毒素都有检出，AFB1、OTA、T-2、DON、FB1、FB2、ZEN 真菌毒素均超出参考限值；OTC 真菌

毒素仅在陇南湿润雨养农业区有检出。真菌毒素在陇南湿润雨养农业区污染程度最为严重。在陇中、陇东干旱

半干旱雨养区的青贮紫花苜蓿饲料中共有 17 种真菌毒素检出。河西干旱灌溉农业区青贮紫花苜蓿中共检出 9 种

真菌毒素，以 AFB1、DON、FB1、ZEN 真菌毒素为主，所检出的真菌毒素含量均未超出参考限值。而在高寒山地

农业区青贮紫花苜蓿饲料中真菌毒素含量最低，均未检出。可见在不同环境条件下，真菌毒素污染程度不同。在

前人所做的同类研究中也发现了类似现象，如张欣昕等［32］研究中国青贮玉米（Zea mays）中真菌毒素污染情况发

现，在西南地区真菌毒素检出种类和含量最高，而在西藏地区含量最低。谢瑜杰等［33］研究也发现湿热的四川等地

青贮饲料中真菌毒素含量、种类显著高于中国其他地区。由此可见，青贮紫花苜蓿真菌毒素含量会受环境因素的

影响，气候因素相似地区，真菌毒素类型特征相似。

3. 3　地理气候因子对青贮紫花苜蓿中真菌毒素的影响作用

真菌毒素是霉菌的次生代谢产物［34］，微生物代谢在湿热地区更活跃，真菌毒素易积累，与青贮环境密不可分。

在本研究中甘肃境内 84 处取样点的青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量与类型表现出明显的区域特征，可能与其发酵

环境、地理气候条件、农作物管理措施以及微生物种群分布密切相关。由于甘肃不同地理气候区青贮紫花苜蓿中

真菌毒素含量出现区域性的变化特征，因而推测地理气候因素对其产生了一系列的影响。有研究表明［34］，地理区

域因素是影响该地区原生微生物群落的主要因素，不同地理气候区域青贮原料表面附生微生物群落组成特征不

同，而附生微生物影响青贮过程中微生物群落组成，进而导致青贮过程代谢物差异。本研究团队之前研究结果［10］

也证实，青贮饲料的叶际附生微生物受地理气候因子影响，呈区域性分布特征，不同地理气候条件下青贮原料中

微生物群落组成不同。本研究通过 Pearson 相关性分析，发现检出率较高的真菌毒素含量与地理气候因子有相关

图 6　青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量与气候因子冗余分析

Fig. 6　 Redundancy analysis of mycotoxins content in silage 
alfalfa and climatic factors
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性。有研究显示［6］，不同地区青贮饲料中真菌毒素含量差异与当地气温、降水量有很大关系。Dieye 等［35］研究也

表明，温度、湿度和其他环境因子对真菌毒素生成具有关键影响，本研究结果与其一致。本研究还通过冗余分析

发现，青贮期平均气温和海拔是影响青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量的重要因素之一，解释度分别是 59. 70% 和

31. 20%。这与李宇宇等［1］研究发现青贮饲料中真菌毒素含量差异与地理气候中湿度有关系不同，分析原因可能

是农作物管理措施，如灌溉等因素弥补了各地区湿度存在的差异。另本研究发现海拔是影响青贮饲料中真菌毒

素含量差异的关键因素，因为海拔对微生物群落组成有显著影响。微生物群落复杂多样，在高海拔地区与低海拔

地区微生物种群组成不同，高海拔地区由于环境条件特殊，微生物群落的多样性和功能性表现出独特性。在

Tang 等［36］的相关研究中就发现青藏高原地区某些微生物可降解黄曲霉毒素，然而这些特殊微生物种群如何影响

真菌毒素积累，还需对甘肃不同区域青贮紫花苜蓿中微生物群落进一步研究。

3. 4　甘肃紫花苜蓿青贮饲料真菌毒素污染防控对策评述

甘肃作为中国重要的紫花苜蓿种植区，紫花苜蓿青贮饲料在畜牧业中广泛应用。虽然甘肃较多地区青贮紫

花苜蓿中真菌毒素都有检出，然而只有少数地区的真菌毒素超出标准限量要求，但是若不长期有效地监控和采取

干预措施，紫花苜蓿青贮饲料中真菌毒素污染问题将严重影响青贮紫花苜蓿饲料的质量和动物健康。Bao 等［37］

在青贮玉米过程中添加热带醋酸杆菌 AT7（Acetobacter tropicalis）和植物乳植杆菌 LP64（Lactiplantibacillus 

plantarum），减少真菌毒素的含量。Wang 等［38］也发现在全株玉米青贮饲料中添加细菌菌剂和控制青贮玉米过程

的温湿度，可减少真菌毒素的积累。根据本研究，甘肃地区紫花苜蓿青贮饲料中真菌毒素污染主要是黄曲霉毒

素、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、玉米赤霉烯酮、赭曲霉毒素、单端孢霉烯族毒素、伏马毒素以及隐蔽型真菌毒素等多种

类型，控制紫花苜蓿青贮过程温度和在青贮过程中添加降解或抑制真菌毒素的微生物菌剂，是减少真菌毒素污染

的有效措施。甘肃紫花苜蓿青贮饲料真菌毒素污染问题需要从青贮条件、过程干预、检测监控和政策支持等多方

面综合施策。通过科学防控和技术创新，可以有效降低真菌毒素污染，保障饲料安全和畜牧业健康发展。

4　结论

本研究针对青贮紫花苜蓿真菌毒素污染的检测，建立了超高效液相色谱-四级杆/静电场轨道阱高分辨质谱

的方法，通过验证，此方法可大通量、高精度一次性检验青贮紫花苜蓿中 18 种真菌毒素，尤其是能准确检测青贮

紫花苜蓿中容易漏检的隐蔽型真菌毒素。

本研究中，甘肃省内青贮紫花苜蓿中检出率较高的真菌毒素分别是 AFB1、AFB2、DON、FB1、FB2、FB3、
ZEN，并且在样品检出了隐蔽型真菌毒素 D3G 和 15-ACDON。在甘肃境内的青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量和种

类呈明显的区域性特征。其中陇南湿润农业区的青贮紫花苜蓿中真菌毒素污染程度最为严重；陇中、陇东干旱半

干旱雨养区青贮紫花苜蓿饲料中共有 17 种真菌毒素检出，其中 3 种超出参考限值；河西干旱灌溉农业区的青贮紫

花苜蓿中检出 9 种真菌毒素，均未超出参考限值；高寒山地农业区的青贮紫花苜蓿中 18 种真菌毒素均未检出。通

过 Pearson 相关性和冗余分析，青贮期平均气温和海拔是影响青贮紫花苜蓿中真菌毒素含量及种类的重要因素，

其解释度分别达 59. 70% 和 31. 20%。
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